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摘 要 采用分批补料的方法高密度培养重组大肠杆菌 G6""HIJ&.3K1LM制备人可溶性 3K1LM蛋白，优化发酵工
艺，探索简单高效的分离纯化方法并测定蛋白生物活性。通过比较几种不同的补料策略：间歇流加、NO.CD,D、IP.
CD,D，摸索了一种流加策略，即 NO.CD,D.IP.CD,D组合流加，有效的避免了发酵过程中，尤其是诱导表达阶段乙酸积累的
增加，使 3K1LM蛋白在高密度培养条件下，得到高效表达。菌体密度最终达到 #""QHM（RGR）以上，可溶性 3K1LM蛋
白占菌体总蛋白的 $S!T，含量为 /S/QHM。在整个发酵过程中，乙酸浓度接近于 "，且未使用任何特殊手段，如纯氧、
加压等，简化了发酵工艺，降低了发酵成本，为 3K1LM的工业化生产创造了条件。
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3K1LM，即肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（DB.
:’V E4AV’C;C W,AD’V.V4(,D4< ,I’ID’C;C.;E<BA;EQ (;Q,E<，
3K1LM）是 3*7 家族成员之一，又称凋亡素 ! 配体
（,I’ID’D;E ! (;Q,E<，1I’.!M）。它具有良好的抗肿瘤
效果，同时对正常组织和细胞代谢没有影响，因此成

为国内外研究的热点［/ X !］。

大肠杆菌一直因为具有容易培养、生长速度快、

遗传学资料丰富等特点，作为重组蛋白的表达系统

而被广泛使用。高密度培养技术（P;Q> G4((.N4EC;D-
GB(DBV4，PGNG）的出现［# X %］，大幅度提高了重组蛋白
的产量和产率，降低了发酵成本，为重组大肠杆菌的

应用提供了更为广阔的空间，大量重组蛋白通过该

表达系统得到高效表达［6 X F］。重组大肠杆菌高密度

培养普遍采用分批补料（ W4<.Y,DA>），主要包括指数
流加、NO.CD,D［5］和 IP.CD,D［0］等几种流加方式。每种
流加策略，相对于其他策略，都不可避免的具有某些

优势和局限性。例如 NO.CD,D虽然可以提供较大的
初始菌体得率和稳定的过程控制，避免溶氧的抑制，

但同时发酵过程中 3M,的波动，会对补料速率和比
底物消耗速率产生不利影响，这种波动往往出现在

诱导阶段［/"］。因此，选择合适的流加策略，创造适

合菌体生长的条件，常常成为达到高密度和高表达

的关键。我们通过对几种不同流加策略的比较，确

定了一种特殊的补料策略，避免了乙酸的积累，成功

地在高密度下高效表达出具有生物活性的 3K1LM
蛋白，为进一步放大打下基础。

& 材料与方法

&’& 材料
&’&’& 菌株：重组大肠杆菌 G6""HIJ&.3K1LM 由第
二军医大学基础医学部生物化学与分子生物学教研

室构建，上海恰尔生物技术有限公司提供。

&’&’( 培养基：
平皿培养基（QHM）：蛋白胨 /"、酵母粉 %、*,G( %、

琼脂 !"。摇瓶培养基（QHM）：蛋白胨 % 、酵母粉 % 、
*,G( %、葡萄糖 %。发酵培养基（QHM）：蛋白胨 /" 、酵
母粉 /"、葡萄糖 /"、*,P!ZO$ !、*,!PZO$·/!P!O F、
[!PZO$ #P!O $、（*P$）! \O$ /S!、+Q\O$·FP!O /S!%和
金属离子。补料培养基（QHM）：（/）葡萄糖 F""；（!）蛋
白胨 /F%、酵母粉 /F%、+Q\O$·FP!O /!S%。
&’&’) 设备和试剂：J;’4EQ;E44V;EQ公司 #SFM发酵系
统和 J)JV,BE公司 J;’CD,D.J %M发酵系统，蛋白胨、酵



母粉为 !"!#$公司产品，其余为国产分析纯试剂。
!"# 方法
!"#"! 培养方法：
（%）灭菌方法：发酵培养基（除磷酸盐）加入发酵
罐中，在位灭菌，%&%’灭菌 &()*+，磷酸盐和补料培
养基分别溶解后，%&%’灭菌 ,()*+，发酵培养基接种
前加入氨苄青霉素至 %((!-.)/。
（&）菌株活化方法：取 0 1(’保存菌株甘油管，
二次摇瓶活化（,(’，&&(2.)*+，%(3）后，接种于平皿
中，4’保存，可用 4周。
（,）种子制备方法：取 4’保存平板转接入另一
平皿中，,(’培养 %53，然后挑单菌落于 %(()/摇瓶
培养基中，,(’，&&(2.)*+过夜培养。
（4）摇瓶实验：
乙酸对表达的影响：在摇瓶（6(()/）中加入

6()/ /7 培养基，,(’、&&(2.)*+ 培养 83，达到一定
密度后，开始诱导，诱导前在不同的摇瓶中加入不同

浓度乙酸钠溶液（灭菌）至不同浓度（-./）：(、6、%(、
%6、&(，4&’诱导 43，收集菌体后，测定可溶性 9:;#/
蛋白的表达量。诱导时间的确定：在摇瓶（6(()/）
中加入 6()/ /7培养基，,(’、&&(2.)*+培养 83，达
到一定密度后，开始诱导，分别诱导不同时间，收集

菌体后，测定可溶性 9:;#/蛋白的表达量。
（6）发酵罐培养：发酵采用 7<72=>+ 公司 7*?@A=AB

7 6/发酵罐和 7*?C+-*+CC2*+-公司 ,D1/发酵罐，初始
发酵液体积分别为 &D6/ 和 %D6/，6E接种量接入种
子液，通气量 %FF)，发酵温度为 ,(’，发酵分为三个
阶段，第一阶段为分批培养（7=AG3）阶段，溶氧逐渐
下降，分步提高转速，控制溶氧在 ,(E以上，当基础
料中葡萄糖耗尽，溶氧和 HI上升后，进入分批补料
（JCKBL=AG3）阶段，串联（G=@G=KC）溶氧和搅拌转速，控
制溶氧 &(E，同时按不同策略流加葡萄糖和氮源，
维持菌体生长，当平均比生长速率小于 (D(630 %后，

开始诱导（#+K>GC）阶段，4&’诱导 43后，放罐。整个
发酵过程中，用 &6E氨水维持 HI在 1D(左右，每 &
小时取样 %次，用于各种参数的检测，以下皆同。
（5）补料策略：
间歇流加：间隔 ,(@，流速 (D,8)/.)*+，流加葡萄

糖，并按固定比例，流加氮源，必要时切换至手控。

$!B@A=A流加：根据菌体生长需要和发酵体积的变
化，在恒定溶氧的条件下，近似指数流加葡萄糖和氮

源，控制平均比生长速率在 (D%630 %左右。$!B@A=AB
HIB@A=A 组合流加：所谓组合流加，即在发酵开始阶
段，首先采用 $!B@A=A流加培养，方法与上述相同，当

设备供氧达到极限后，改用 HIB@A=A 方法培养，即用
葡萄糖的流加代替酸，控制发酵过程中的 HI，维持
在 1D(左右，直到发酵结束。
!"#"# 分析方法：
菌体浓度测定：发酵液取样 %()/，%( (((2.)*+

4’冷冻离心 %()*+后，称量菌体湿重。
葡萄糖浓度测定：发酵液 %( ((( 2.)*+ 4’冷冻

离心 %()*+后，取上清葡萄糖试剂盒（上海生物制品
研究所）检测。

乙酸浓度测定：取 %)/发酵液 %( ((( 2.)*+ 4’
冷冻离心 %()*+，取上清液 (D6()/，加入 (D,- M=NO、
(D%()/ &D,)?O./ I&P!4、&D6)/乙醚，在振荡器上混
合 %)*+，6 ((( 2.)*+ 离心 ,)*+，取乙醚相 %)/ 加
(D&()/ (D%()?O./ M=!I混合 %)*+，6 ((( 2.)*+离心
,)*+，吸弃上层乙醚后置干燥器内干燥，再加入
(D4()/ (D(6)?O./（MI4）I&Q!4（HI&D5）溶解，%( (((
2.)*+离心 %()*+，取 6!/ 进样，IQ/N（;-*OC+A %%((）
&6()) R 4D5)) N%8柱（;-*OC+A 公司）&%(+)检测。

9:;#/蛋白表达测定与计算：取离心后菌体，
Q7P清洗 &次，将菌体按 %：%(（! ."）悬浮于 Q7P中，
超声波破碎 &((S、&((@后（新芝科器），%( ((( 2.)*+
4’冷冻离心 %6)*+，取上清，作 P$PBQ;TU 凝胶电
泳，采用凝胶扫描系统（复日科技）扫描测定纯度，同

时采用 72=KV?2K试剂盒（7*?B:=K）检测样品中菌体总
蛋白浓度。可溶性 9:;#/蛋白的浓度 W上清中总蛋
白浓度 R可溶性 9:;#/蛋白占上清总蛋白的比例。

9:;#/蛋白的初步纯化：收集菌体后，用含有
&( ))?O./ U$9;的 6())?O./ Q7P（HI W 1D4）溶解进
行超声破菌，离心后，上清蛋白直接过镍金属亲和层

析柱（X*=-C+）分离，收集目标峰后再过 NYBPCH3=2?@C
（Q3=2)=G*=）柱，最终蛋白纯度可达 Z6E。

9:;#/蛋白活性测定：采用 Y99法测定蛋白生
物活性。在 Z5 孔板中，每孔接种 &((!/ 的胰腺癌
%ZZ(细胞培养液（& R %(4 个），培养 %(3后加入可溶
性 9:;#/蛋白液，%83后加入 &(!/ 6)-.)/的 Y99，
继续培养 43后吸弃培养上清液，再加入 %6(!/ $YB
P!，振荡 %()*+使结晶物充分溶解，酶标仪比色（P*-B
)=）。

# 结果与讨论

#"! 摇瓶实验
#"!"! 乙酸浓度对可溶蛋白表达的影响：从图 %中
可以看出，乙酸离子的存在严重抑制了 9:;#/蛋白
的表达。因此菌体达到高密度并开始诱导以后，能
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否在菌体的诱导阶段避免乙酸的积累，成为是否能

够真正实现高表达的关键。

图 ! 蛋白表达量和乙酸浓度的关系
"#$%! &’()*++#,- ,. +,/01/* 23456 78 9#..*)*-8

:,-:*-8)78#,- ,. 7:*8#: +,9#0;
!：(),8*#- ;7)<*)；=，>，?，@，A，B：+,/01/* 23456 (),8*#- 7.8*) #-90:8#,- #-

8C* D、D、@、!D、!@、=D$E6 7:*8#: +,9#0; ;*9#0; )*+(*:8#F*/G

!"#"! 诱导时间的确定：在摇瓶实验中，我们发现
诱导 ?C后，可溶性 23456蛋白的表达量不再增加，
这个结果在此后的发酵罐实验中得到了验证（数据

没有显示），因此在下面的实验中，诱导时间均为

?C。
!"! 菌体生长情况
!"!"# 间歇流加培养：接种后，溶氧和 (H值持续下
降，大约 IC以后，伴随着溶氧和 (H值的突然上升，
表明葡萄糖已经耗尽，此时可以开始补料，加入葡萄

糖和氮源以后，溶氧迅速下降，菌体利用以后，溶氧

又再次反弹。间歇流加造成较大的溶氧振荡，同时

易产生大量乙酸，生长过程不稳定，不利于菌体的持

续稳定增长，也不利于发酵在线调控。发酵过程中

溶氧、转速、菌体密度以及乙酸的变化，见图 =、图 >。

图 = 发酵过程中溶解氧和转速的变化
"#$%= 2C* :C7-$* ,. 9#++,/F*9 ,’G$*- 7-9 7$#878#,- 90)#-$ 8C* .*);*-878#,- J#8C 9#+:,-8#-0,0+ .**9#-$

图 > 发酵过程中菌体密度、乙酸积累的变化曲线

"#$%> 2C* :C7-$* ,. :*// 9*-+#8G 7-9 7:*878* :,-:*-8)78#,-

90)#-$ 8C* .*);*-878#,- J#8C 9#+:,-8#-0,0+ .**9#-$

!"!"! KLM+878 培养：接种后 IC，伴随着溶氧和 (H
值的突然上升，开始补料，串联搅拌和溶氧，控制溶

氧 =DN，连续流加葡萄糖和氮源，限制菌体的平均
比生长速率，控制在 DO!@CP !左右，菌体得以持续增

长，随着菌体浓度的增加，搅拌速度也基本呈线性增

加，!IC搅拌达到上限，不再提高补料速度，但仍然
无法避免发酵后期和诱导阶段乙酸的严重积累，导

致最后几小时菌体浓度略有下降。发酵过程中溶

氧、搅拌、菌体密度以及乙酸的变化，见图 ?和图 @。
!"!"$ KLM+878M(HM+878 组合培养：为了解决发酵后
期乙酸积累的问题，再次对发酵工艺进行了调整，发

图 ? 发酵过程中溶解氧和转速的变化
"#$%? 2C* :C7-$* ,. 9#++,/F*9 ,’G$*- 7-9

7$#878#,- 90)#-$ KLM+878 .*);*-878#,-

图 @ 发酵过程中菌体密度、乙酸积累的变化曲线
"#$%@ 2C* :C7-$* ,. :*// 9*-+#8G 7-9 7:*878* :,-:*-8)78#,-

90)#-$ KLM+878 .*);*-878#,-

酵前期采用 KLM+878方式培养，以期得到较快的比生
长速率（DO!@CP !），当设备的供氧能力达到设备上限

以后，采用 (HM+878的方法调控发酵，即用葡萄糖代

D!? 生 物 工 程 学 报 =D卷



替酸液，控制发酵液 !"值，当发酵液中葡萄糖浓度
较底时，菌体利用氮源，放出氨，!"值上升，加入葡
萄糖后，菌体优先利用葡萄糖，放出大量 #$%，!"值
又下降，不断加入葡萄糖，控制 !"值在 &’(左右，直
到诱导结束。发酵中菌体密度、乙酸浓度和葡萄糖

浓度变化，见图 ) * +。为了进一步优化表达，我们
对比了不同密度下，菌体的表达情况，不难看出，虽

然在低密度下表达，可溶性 ,-./0蛋白的比例有所
提高，但总表达量仍然较低，因此，在高密度的前提

下，真正实现高表达才是提高产量的关键（见表 1）。

图 ) 发酵过程中菌体密度、乙酸积累的变化曲线
2345) ,67 869:47 ;< 87== >7:?3@A 9:> 987@9@7 8;:87:@B9@3;:

>CB3:4 @67 <7>DE9@86 8C=@3F9@3;:

图 & 发酵过程中溶氧和比生长速率的变化曲线
2345& G<<78@ ;< >3??;=F7> ;HA47: ;: ?!783<38 4B;I@6

B9@7 >CB3:4 @67 <7>DE9@86 <7BJ7:@9@3;:

图 + 发酵过程中葡萄糖浓度的变化
2345+ ,3J7 !B;<3=7 ;< 4=C8;?7 8;:87:@B9@3;:

>CB3:4 @67 I6;=7 8C=@3F9@3;:

从上述几种补料方式的比较结果可以看出，间

歇补料培养溶氧振荡较大，发酵曲线混乱，乙酸积累

也较多，抑制菌体生长，菌体密度（湿菌）仅为 1K(4L0。
M$D?@9@培养克服了间歇补料培养中的许多缺点，例
如溶氧大幅振荡、乙酸过量积累等，同时提供了较大

表 ! 不同密度下表达量的比较
"#$%& ! "’()* +,-./012-3 $#4&. -3 .255&,&31 0&%% .&34216

#7== >7:?3@AL（4L0）
NB;!;B@3;: ;< ?;=CE=7 ,-./0

!B;@73: 3: @;@9= !B;@73:LO

GH!B7??3;: ;<

?;=CE=7 ,-./0L（4L0）

1K& P’P (’)P

%)( Q’R (’R%

的初始菌体得率和稳定的生长过程，避免了溶氧的

抑制，有利于发酵的在线调控，菌体密度（湿菌）也达

到 %K(4L0。然而，采用 M$D?@9@ 培养，虽然在发酵前
期供氧充足的情况下，可以提供较快的生长速度，但

是由于设备的供氧能力有限，1+6 以后溶氧开始下
降，尤其当诱导以后，发酵液粘度增加，泡沫增多，发

酵液物理性质的变化引起 !09的波动，导致比葡萄
糖利用速率降低和发酵后期乙酸的积累，乙酸浓度

达到 1Q’K4L0，严重抑制了蛋白的表达，目标蛋白电
泳条带几乎不可见。在发酵后期采用 !"D?@9@ 方式
补料，在提供菌体营养的同时，可以避免因为葡萄糖

浓度过高而导致的乙酸积累，不仅菌体密度在 1+6
以后进一步增长，表达量也大大提高。采用 M$D?@9@D
!"D?@9@混合培养，菌体密度（湿菌）达到 Q((4L0，可溶
性 ,-./0 蛋白占菌体总蛋白的 P’%O，表达量为
1’14L0，发酵结束时乙酸浓度接近于 (。
789 蛋白的初步纯化
收集菌体以后，,-./0蛋白可溶部分通过两步

纯化，可以得到纯度为 RKO以上，见图 R。

图 R 纯化后的 ,-./0蛋白
2345R ,67 SMSDN.TG 9:9=A?3? ;< !CB3<37> ,-./0 !B;@73:

78: 蛋白活性的检测
采用 U,,法测定 ,-./0可溶蛋白的活性，对胰

腺癌细胞 1RR( 有明显杀伤作用，/#K( 为 1’)!4LJ0
（数据没有显示）。
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! 讨论
高密度发酵技术越来越多的用于实际生产，其

中关键问题是解决乙酸的积累等问题。

乙酸是大肠杆菌发酵过程中主要的有害副产

物，乙酸的积累对 !"##$%&’()*+,-的生长和蛋白的
表达有明显的抑制作用。有文献报道，当比生长速

率高于 #./# 01 2（!3456）
［22］时，就会产生乙酸。利用高

密度培养技术，选择合适的补料策略，从而达到控制

菌体比生长速率的目的，使菌体的比生长速率不超

过!3456，明显减少了乙酸的产生，菌体真正达到高密

度。然而，菌体密度的增加，发酵液颜色变深，菌体

耗氧增加，使溶氧成为限制因素，可以看出当供氧能

力达到设备极限后，比生长速率随之下降，不利于菌

体的进一步生长，特别是诱导阶段，发酵环境发生变

化，因而引起 !-7 的波动，如果不改变相应的调控
策略，势必造成乙酸积累增加，影响蛋白的表达。另

一方面，我们也能看出，在溶氧下降的情况下，菌体

的代谢会发生相应改变，发酵环境非常复杂，乙酸的

生成往往是许多因素共同作用的结果，但是只要调

控得当，菌体密度仍然可以进一步提高，乙酸的积累

也是可以避免的。

实验证明，利用大肠杆菌 !"##$%&’()*+,-高密
度发酵 )*+,-蛋白，是可行的。我们在整个发酵过
程中，并未使用特殊手段，如纯氧、加压等，为工业化

创造了条件。通过大量的实验，发酵工艺已经确定，

但在高密度发酵的前提下，表达的结果，仍然可以进

一步优化，这是我们的后续研究课题。
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